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Chronische obstructieve longziekte (COPD) is een van de belangrijkste 
doodsoorzaken in de wereld en is een ziekte die vooral voorkomt op oudere leeftijd 
met als belangrijkste oorzaak blootstelling aan rook of toxische stoffen. Astma is de 
meest voorkomende chronische ziekte bij kinderen met elk jaar wereldwijd meer 
dan 400.000 sterfgevallen. Veel patiënten die lijden aan COPD en astma hebben last 
van chronische hoestklachten en overmatige productie van slijm in de luchtwegen. 
De combinatie van deze symptomen berust op zgn. chronische mucus hypersecretie 
(CMH). Zowel COPD als astma patiënten met CMH hebben een lagere kwaliteit 
van leven, meer  moeite met ademhalen en een grotere kans op overlijden. Op dit 
moment bestaat er geen effectieve behandeling voor CMH en daarom is het van 
belang om meer inzicht te krijgen in de onderliggende mechanismen. De belangrijkste 
componenten van slijm in de luchtwegen zijn mucus eiwitten genaamd mucine type 
5AC (MUC5AC) en mucine type 5B (MUC5B). De toename in slijm productie in 
de luchtwegen bij CMH kan veroorzaakt worden door 1) een toename in het aantal 
slijmproducerende cellen (slijmbekercellen) of een toegenomen slijmproductie 
per cel in de luchtweg zelf, 2) een toename in slijmproductie door slijmklieren, 
of 3) een defect in het afvoeren van overtollig slijm door een verminderde functie 
van de trilhaardragende cellen. De slijmproducerende en trilhaardragende cellen 
zijn onderdeel van het luchtwegepitheel, de bekleding van de luchtwegen. Dit 
luchtwegepitheel bestaat uit een laag van verschillende soorten epitheelcellen die 
de luchtwegen beschermen tegen invloeden van buitenaf. Het luchtwegepitheel kan 
communiceren met de onderliggende cellen in het bindweefsel van de luchtwegen, 
de stromale cellen, mogelijk doordat deze stromale cellen oplosbare factoren 
uitscheiden die de ontwikkeling en/of functie van het epitheel beïnvloeden. Wij 
veronderstellen dat deze stromale cellen een belangrijkere rol hebben in het aansturen 
van het luchtwegepitheel dan aanvankelijk gedacht, op basis van onze recente 
onderzoeksresultaten. 
MicroRNAs (miRNAs) zijn kleine RNA moleculen, die de productie/
aanwezigheid van eiwitten kunnen reguleren door specifiek te binden aan het erfelijk 
materiaal (de genen) die voor deze eiwitten coderen. Op deze manier kunnen miRNAs 
de aanwezigheid van heel veel eiwitten die aanwezig zijn in onze cellen en weefsels 
beïnvloeden, en spelen ze een belangrijke regulerende rol bij veel biologische en 
pathologische processen. 
In dit proefschrift is de hypothese getoetst dat miRNAs betrokken zijn bij 
CMH via 1) de regulering van het aantal slijmproducerende cellen en de mate van 
slijmproductie door deze cellen en 2) door het reguleren van de communicatie tussen 
de stromale cellen en de slijmproducerende cellen in het luchtwegepitheel. 
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Om deze hypothese te toetsen hebben we onderzocht welke miRNAs betrokken 
zijn bij CMH in patiënten met COPD en astma door verschillen in de aanwezigheid 
van microRNAs te bepalen in luchtwegbiopten tussen patiënten met en zonder CMH. 
Verder, door gebruik te maken van kweekmodellen in het lab, is onderzocht wat de rol 
is van de stromale cellen bij de differentiatie van slijmproducerende epitheel cellen 
en de secretie van de MUC5AC en MUC5B eiwitten door deze cellen, en wat de rol 
is van miRNAs in de communicatie tussen stromale cellen en het luchtwegepitheel. 
In hoofdstuk 2 is een literatuurstudie gedaan met betrekking tot de recente 
bevindingen over de rol van miRNAs in astma en de aanwezigheid van miRNAs 
in kleine partikels die uitgescheiden kunnen worden door het luchtwegepitheel, 
zogenaamde exosomen, en zo de functie van andere cellen kunnen beïnvloeden. 
In hoofdstuk 3 zijn 10 miRNAs geïdentificeerd in luchtwegbiopten die een 
sterk verband hebben met de aanwezigheid van CMH in patiënten met COPD. Van 
deze 10 miRNAs was de hoeveelheid van let-7a-5p, let-7d-5p, let-5f-5p, miR-31-5p 
en miR-708-5p hoger en de hoeveelheid van miR-134-5p, miR-146a-5p, miR-193a-
5p, miR-500a-3p en miR-1207-5p lager in de biopten van COPD patiënten met CMH 
vergeleken met de COPD patiënten zonder CMH. Door vervolgens te onderzoeken 
welke genen mogelijk beïnvloed worden door deze miRNAs is ontdekt dat miR-
134-5p, miR-146a-5p en de let-7-familie waarschijnlijk de belangrijkste rol spelen 
in de regulatie van CMH bij patiënten met COPD. Bovendien is ontdekt dat één van 
de manieren waarop deze miRNAs mogelijk bijdragen aan CMH de aanmaak van 
MUC5AC is. Als laatste is in gekweekte stromale cellen uit de luchtwegen van COPD 
patiënten met en zonder CMH bevestigd dat miR-134-5p verminderd aanwezig is in 
patiënten met CMH. Deze bevindingen ondersteunen onze hypothese dat miRNAs 
mogelijk betrokken zijn bij CMH via de interactie tussen stromale cellen en het 
luchtwegepitheel.  
Het volgende doel was om te bepalen of miRNAs ook betrokken zijn bij CMH 
in patiënten met astma en of er gemeenschappelijke oorzaken ten grondslag liggen 
aan CMH bij astma en COPD. In hoofdstuk 4 zijn 17 miRNAs geïdentificeerd die 
een verband vertoonden met CMH in luchtweg biopten van astma patiënten. Van 
deze miRNAs was miR-31-5p de enige die geassocieerd was met CMH in zowel 
astma als COPD. In zowel astma als COPD patiënten vonden we dat dit miRNA 
geassocieerd was met 3 belangrijke genen die dit miRNA reguleert. Bovendien waren 
deze 3 genen ook geassocieerd met de aanwezigheid van CMH in patiënten met 
astma en COPD. Op basis van deze bevindingen is de conclusie  dat miRNA-31 een 
gemeenschappelijke regulator is van CMH in astma en COPD. 
In hoofdstuk 5 is de invloed van stromale cellen uit de luchtwegen, 
luchtwegfibroblasten, op de ontwikkeling van slijmbekercellen en de slijmproductie 
door deze cellen onderzocht. Hiervoor is een kweekmodel ontwikkeld waarbij 
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epitheelcellen uit konden groeien tot slijmbekercellen door ze bloot te stellen aan 
lucht. Tijdens deze ontwikkeling tot slijmbekercellen zijn de cellen 1 week samen met 
luchtwegfibroblasten  gekweekt, terwijl de verschillende cellen van elkaar werden 
gescheiden door een doorlaatbaar membraan. Hierdoor kwamen de epitheelcellen 
in contact met oplosbare stoffen die uitgescheiden werden door de fibroblasten. De 
epitheelcellen ontwikkelden zich meer tot slijmbekercellen met meer MUC5AC 
en MUC5B productie in aanwezigheid van fibroblasten  dan in afwezigheid van 
fibroblasten. Daarnaast zijn aanwijzingen gevonden dat met name het effect op 
MUC5B gereguleerd wordt door IL-6, een ontstekingsmediator die uitgescheiden 
wordt door de fibroblasten in ons model.  
In hoofdstuk 6 is vervolgens onderzocht welke van de miRNAs die betrokken 
zijn bij CMH in COPD mogelijk een rol spelen in de communicatie tussen stromale 
cellen en epitheelcellen en verantwoordelijk zouden kunnen zijn voor de toename in 
slijmbekercellen in ons model waarbij we epitheelcellen en fibroblasten 1 week samen 
kweekten. miR-146a-5p en let-7a-5p bleken de meest waarschijnlijke kandidaten die 
CMH kunnen reguleren via hun effecten op de luchtwegfibroblasten.
In hoofdstuk 7 is de rol van miR-146a-5p onderzocht in de communicatie tussen 
luchtwegfibroblasten en het luchtwegepitheel. MiR-146a was 1 van de miRNAs die 
meer aanwezig was in luchtwegbiopten van COPD patiënten met CMH in vergelijking 
met patiënten zonder CMH. Bij deze studie hebben we ook gebruik gemaakt van een 
kweekmodel waarbij longfibroblasten samen met epitheelcellen gekweekt werden, 
maar nu voor een kortere periode, omdat we met name geïnteresseerd waren om te 
onderzoeken of miR-146 een rol heeft bij het onderdrukken van ontstekingsreacties. We 
hebben aangetoond dat de aanwezigheid van miRNA-146 sterk toenam in fibroblasten 
wanneer zij werden gekweekt in aanwezigheid van epitheelcellen, en dat deze toename 
minder sterk was in fibroblasten van COPD patiënten in vergelijking met controle 
fibroblasten. Bovendien vonden we dat deze toename van miR-146 in de fibroblasten 
gereguleerd werd door IL-1α, een ontstekingsmediator die uitgescheiden wordt door 
de epitheelcellen in ons model. Op basis van deze bevindingen veronderstellen we 
dat de toename van miR-146 functioneert als een beschermingsmechanisme tegen 
ontstekingsreacties die tot stand komen door communicatie tussen fibroblasten en 
beschadigd epitheel en dat dit mechanisme minder goed functioneert in patiënten met 
COPD, wat mogelijk leidt tot meer ontsteking.   
In hoofdstuk 8 is onderzocht hoe een ander type stromale cel, de gladde spiercel 
van de luchtwegen (GSC), bijdraagt aan CMH in astma. GSC cellen van astmapatiënten 
reageerden sterker op stimulatie met de ontstekingsmediator IL-1β en produceerden 
meer CCL20 dan controle GSC cellen. CCL20 is een ontstekingsmediator die de 
productie van mucus eiwitten kan stimuleren. Tegelijkertijd was de hoeveelheid miR-
146a lager in de astma GSC cellen in vergelijking met de control GSC cellen en lijkt 
dit microRNA ook in de GSC cellen een ontstekingsremmende rol te hebben. 
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Concluderend zijn in dit proefschrift miRNAs en genen geïdentificeerd die 
mogelijk betrokken zijn bij CMH op basis van studies in luchtwegweefsel en cellen 
van patiënten met COPD en astma. Hierbij is gebruikgemaakt van relevante klinische 
gegevens wat betreft klachten van CMH en kweekmodellen van patiënt-afkomstige 
epitheelcellen en stromale cellen. Hierbij zijn miRNAs gevonden die specifiek 
een verband bleken te hebben met CMH in COPD of in astma, evenals 1 miRNA 
die bij beide een rol kan spelen. Een van de mogelijke mechanismen betrokken 
bij de ontwikkeling van CMH is de verminderde aanwezigheid van miR-146, een 
ontstekingsremmend miRNA. Onze kweekmodellen lieten zien dat dit miRNA een 
regulerende rol zou kunnen hebben bij CMH in zowel astma als COPD. Met deze 
bevindingen is meer inzicht verkregen in de moleculaire mechanismen  die een 
rol spelen bij CMH in de context van zowel COPD als astma. Deze ontdekkingen 
met vertaling naar de kliniek leiden mogelijk tot de ontwikkeling van nieuwe 
therapeutische strategieën voor CMH.
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